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Effect of the addittion of iron and zinc ions over ethanol production of two recombinant Saccharomyces cerevisiae strains

Carolina Peña Serna*, Rafael Arango Isaza**, Luis Fernando Restrepo Betancur***
RESUMEN
La producción de etanol por fermentación es influenciada por la presencia de iones metálicos como hierro y zinc dado que son cofactores de la enzima alcohol deshidrogenasa. El estudio de este efecto permitiría identificar el comportamiento de los microorganismos fermentadores en sustratos industriales que contienen altas concentraciones de este tipo de iones. Este trabajo evaluó la producción de biomasa, los azúcares residuales y la producción de etanol por fermentación de tres cepas de S. cerevisiae, CBS8066, recombinantes GG570-CIBI y GG570-CIBII, bajo el efecto de la adición de hierro a 0, 50 y 150 M, y zinc a 0 y 50 M. Las cepas presentaron inhibición en la producción de biomasa y etanol bajo efecto de iones de hierro y zinc, siendo dicha inhibición mayor al estar en presencia de zinc o alta concentración de hierro. GG570-CIBI mostró disminución en producción de biomasa de 4 g/L y una caída en producción de etanol de 40% en el tratamiento 150 M hierro-50 M zinc (con respecto al tratamiento basal). GG570-CIBII fue la menos afectada con inhibición en la producción de etanol inferior a 11% a las 20 h de fermentación. Adicionalmente, presentó la mayor producción de etanol cuando hubo adición de 150 M Fe con o sin adición de zinc, siendo dicha producción entre un 9 y 14% superior a la de las cepas CBS8066 y GG570-CIBI respectivamente, bajo las mismas condiciones. Posteriormente, GG570-CIBII será evaluada en sustratos industriales debido a su menor inhibición en la producción de etanol, permitiendo así obtener mejores rendimientos.
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ABSTRACT
The ethanol production by fermentation is influenced by the presence of metallic ions like iron and zinc because these are alcohol dehydrogenase enzyme cofactors. The study of this effect would allow for identifying the behavior of microorganisms in industrial substrates that contain high concentrations of this kind of ions. This work evaluated biomass production, residual sugars and ethanol production by fermentation of three S. cerevisiae strains, CBS8066, recombinants GG570-CIBI and GG570-CIBII, under the effect of the addition of ferrous ion at 0, 50 and 150 M and zinc ion at 0 and 50 M. The strains showed inhibition on biomass and ethanol production under the effect of zinc and ferrous ions, however, this inhibition was greater in the presence of zinc or iron at high concentration. GG570-CIBI showed reduction in biomass production of 4 g/L and an ethanol production drop of 40 % in the treatment 150 M iron–50 M zinc (with respect to the basal treatment). GG570-CIBII was the less affected with an inhibition on ethanol production below 11 % at 20 h of fermentation. Additionally, GG570-CIBII presented the greatest ethanol production when 150 M iron was added to the culture medium with or without zinc addition. In this case, the production was 9 and 14 % greater than ethanol production of CBS8066 and GG570-CIBI respectively, at the same conditions. Later, GG570-CIBII will be evaluated in industrial substrates due to its lower ethanol production inhibition, allowing for obtaining better yields.
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El bioetanol es un producto derivado de la fermentación alcohólica de los azúcares presentes en materiales renovables como caña de azúcar, remolacha azucarera, madera, maíz, entre otros (Federación Nacional de Biocombustibles, 2007; Soliclima, 2006), dicha fermentación es realizada por microorganismos como Saccharomyces cerevisiae o Zymomonas mobilis. 

Industrialmente, el bioetanol se produce utilizando S. cerevisiae como microorganismo fermentador debido a la capacidad para metabolizar un espectro amplio de azúcares (Ertola et al., 2007) y tolerar minerales presentes en sustratos de uso industrial (Gunasekaran y Chandra, 1999). Sin embargo, Z. mobilis ha mostrado tener un mayor rendimiento en la producción de etanol (Gunasekaran y Chandra, 1999; Glick y Pasternak, 2003; Davis et al., 2006), posiblemente como consecuencia de la mayor afinidad de las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC) EC 4.1.1.1 y alcohol deshidrogenasa (ADH) EC 1.1.1.1 sobre sus respectivos sustratos (Brenda database; Hoppner y Doelle, 1983). 

Según lo reportado en Brenda database y Gunasekaran y Chandra (1999), las enzimas ADH de S. cerevisiae requieren ión zinc como cofactor enzimático, mientras la enzima ADHII de Z. mobilis requiere ión ferroso (Mackenzie et al., 1989; Gunasekaran y Chandra, 1999). De acuerdo con lo reportado por Mackenzie et al. (1989), la adición de iones ferroso en concentraciones entre 2-50 M y zinc en concentraciones menores a 50M incrementan la actividad catalítica de las enzimas ADHI y ADHII de Z. mobilis, potenciando principalmente la actividad catalítica de la ADHII.

Sustratos industriales usados para la producción de bioetanol como la melaza de caña de azúcar contienen altas concentraciones de hierro lo cual podría afectar de forma directa la producción de etanol, y cuyo efecto no ha sido evaluado hasta el momento.

Por esta razón, en este trabajo se evaluó la adición de iones zinc y ferroso sobre la producción de etanol de tres cepas de S. cerevisiae: CBS8066 (parental, utilizada como control) y dos recombinantes, GG570-CIBI y GG570-CIBII desarrolladas en la Unidad de Biotecnología Vegetal de la Corporación para Investigaciones Biológicas (CIB).


Materiales y métodos 

Microorganismo de estudio 
Se utilizaron tres cepas de Saccharomyces cerevisiae: cepa CBS8066 (parental) usada como control obtenida de Centraalbureau voor Schimmelcultures (Utrecht, Holanda), la cepa GG570-CIBI que contiene el gen pdc de Z. mobilis bajo el control del promotor y terminador de la fosfoglicerato kinasa (PGK) de S. cerevisiae, y la cepa GG570-CIBII que contiene el gen pdc con el promotor y terminador de PGK y el gen adhII de Z. mobilis, bajo el control del promotor y terminador de la alcohol deshidrogenasa I de S. cerevisiae (Vásquez et al., 2007).

Las cepas de S. cerevisiae fueron mantenidas en agar YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa) a 4° C (Suresh, et al., 1999; Blanco et al., 2006).

Medio de cultivo 
Se utilizó el medio de cultivo YPD modificado con la siguiente composición: glucosa 100 g/L, KH2PO4 1 g/L, MgSO4*7H2O 0.5 g/L, peptona 10 g/L y extracto de levadura 5 g/L. De acuerdo con los tratamientos por evaluar, se adicionó hierro y zinc a través de FeSO4*7H2O y ZnSO4*7H2O, respectivamente.

Adicionalmente, al medio YPD modificado se le realizó un análisis químico por absorción atómica para determinar la concentración inicial de hierro y zinc.

Experimentos fermentativos 
Se preparó un preinóculo con una colonia de S. cerevisiae aislada del agar YPD, se cultivó en 50 mL de medio de cultivo líquido YPD modificado 10% glucosa por 24 h, luego se midió DO660 (Davis et al., 2006; Govindaswamy y Vane, 2007) hasta alcanzar 1,6 y posteriormente se inocularon los frascos de fermentación con 2% v/v del preinóculo (Mojovic et al., 2006; Govindaswamy y Vane, 2007).

Se realizaron fermentaciones anaeróbicas por duplicado durante un periodo de 20 h, en frasco de 250 mL con 100 mL de medio de cultivo, en agitador orbital bajo condiciones controladas de temperatura 30° C (Converti et al., 1985; Govindaswamy y Vane, 2007), velocidad de agitación 150 rpm (Suresh et al., 1999; Karimi et al., 2006) y pH inicial 5,00,1 (Converti et al., 1985; Mojovic et al., 2006), evaluando las cepas CBS8066, GG570-CIBI y GG570-CIBII bajo el efecto de las concentraciones del ión ferroso (FeSO4*7H20) 0, 50 (Mackenzie et al., 1989) y 150 M, y las concentraciones del ión zinc (ZnSO4*7H20) 0 y 50 M (Mackenzie et al., 1989). La toma de muestras se realizó a las 0, 16 y 20 h por duplicado. Estos tiempos fueron establecidos a partir de un trabajo previo realizado por Vásquez et al. (2007) en el cual se determinó que los picos máximos de producción de etanol de la cepa GG570-CIBII se presentaron a las 16 y 20 h de fermentación.

Evaluación de la biomasa celular 
Se hizo seguimiento a la biomasa por el método de peso seco.

De cada fermentación se tomó 1 mL de suspensión celular en un tubo eppendorff de 1,5 mL, se sometió a centrifugación a 12000 rpm y 4º C durante 6 min, luego se descartó el sobrenadante y se procedió a resuspender el pellet en agua destilada para lavarlo y eliminar azúcares residuales. Posteriormente se volvió a centrifugar, se descartó el sobrenadante y se sometió el pellet húmedo a secado en horno a 80º C por 24 h o hasta que el peso fuera constante. Dicho procedimiento se realizó para cada una de las muestras tomadas.

Evaluación de los azúcares residuales 
El contenido de azúcares residuales de la fermentación se determinó por el método del DNS (Miller, 1959; Mojovic et al., 2006, Zhu et al., 2006).

Evaluación de la concentración de etanol 
Se cuantificó por cromatografía de gases (Zhu et al., 2006; Govindaswamy y Vane, 2007; Plessas et al., 2007) en un equipo marca Agilent modelo 6890 con detector de masas y automuestreador.

Análisis estadístico 
El experimento fue realizado con un diseño de clasificación en bloques aleatorizados, con arreglo factorial asimétrico 2x3 balanceado, de efecto fijo en el tiempo e intratiempo, con submuestreo, dos repeticiones y medidas repetidas a las 0, 16 y 20 h; donde las variables de respuesta fueron producción de biomasa, azúcares residuales y producción de etanol.

Dicho análisis se articuló a la estructura Manova con contraste canónico ortogonal, completándose con análisis Anova individuales en cada variable de respuesta, y contrastándose con la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 5%. Adicionalmente, se complementó con estadística descriptiva unidimensional para cada tiempo, tratamiento y niveles de cofactores. Para realizar los análisis mencionados se utilizó el paquete estadístico SAS versión 9.1.

Tabla 1. Identificación tratamientos evaluados.










La concentración basal o inicial de los iones metálicos del medio YPD modificado (tratamiento 1) arrojó un valor <1 ppm para hierro y 0,004% para zinc.

Evaluación de la biomasa celular 
En la figura 1 se puede observar que las cepas de S. cerevisiae, cepa CBS8066, la cepa GG570-CIBI y la cepa GG570-CIBII produjeron menor cantidad de biomasa cuando hubo adición de iones de hierro y zinc.

De acuerdo con el análisis estadístico Anova, se determinó que el factor cepa tiene efecto estadísticamente significativo (p<0,05) sobre la producción de biomasa y, además, hubo diferencias altamente significativas (p<0,001) entre el tratamiento 1 con respecto a los tratamientos 2, 3, 5 y 6. De igual forma, el tratamiento 4 fue estadísticamente diferente a los tratamientos 2 y 6.














Evaluación de los azúcares residuales 
En la figura 2 se puede observar que los azúcares residuales presentes en el medio de fermentación utilizado para las cepas de S. cerevisiae fueron similares bajo todos los tratamientos evaluados, sin embargo, la cepa recombinante GG570-CIBI presentó diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) con respecto a la cepa control y la recombinante GG570-CIBII.

Evaluación de la producción de etanol 
Como se puede observar en la figura 3, hubo disminución en la producción de etanol cuando se adicionaron iones metálicos al medio de cultivo (con respecto al tratamiento basal) para las cepas CBS8066 (parental) y recombinantes GG570-CIBI y GG570-CIBII, de igual forma a lo sucedido con la producción de biomasa.












Adicionalmente, las cepas control (CBS8066) y recombinante GG570-CIBII mostraron diferencia estadística altamente significativa (p < 0,001) con respecto a la cepa recombinante GG570-CIBI.













En este trabajo se evaluó el efecto de la adición de iones zinc y ferroso sobre la producción de biomasa, los azúcares residuales y la producción de etanol de tres cepas de Saccharomyces cerevisiae, CBS8066 (control), G570-CIBI (recombinante con gen pdc de Z. mobilis) y GG570-CIBII (recombinante con genes pdc y adhII de Z. mobilis).

Evaluación de la producción de biomasa 
Durante el proceso fermentativo las cepas de S. cerevisiae mostraron un comportamiento normal para microorganismos en el cual, a mayor tiempo de cultivo, mayor crecimiento celular (Converti et al., 1985; Thatipamala et al., 1992; Blanco et al., 2006), sin embargo, se pudo observar una disminución de la biomasa con la adición de iones metálicos.

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 1, la cepa control fue la menos afectada por la adición de iones, con una reducción de la biomasa inferior a 1 g/L, exceptuando el tratamiento con 150 M hierro-50 M zinc (figura 1f), donde se observó disminución de 1,3 y 2,0 g/L a las 16 y 20 h respectivamente.

La cepa GG570-CIBI presentó la mayor reducción en biomasa celular cuando se encontró bajo el efecto de la adición de los iones metálicos, disminuyendo el crecimiento en 3 y 4 g/L a las 20 h de fermentación en los tratamientos 150 M hierro-0 M zinc (figura 1e) y 0 M hierro-50 M zinc (figura 1b) respectivamente.

De igual forma, la cepa recombinante GG570-CIBII presentó disminución en la biomasa alcanzando una reducción máxima de 2,6 g/L a las 20 h en el tratamiento 150 M hierro-50 M zinc (figura 1f) con respecto al tratamiento sin adición de iones (figura 1a).

En el estudio realizado por Mackenzie et al. (1989) se reportó la disminución en el crecimiento celular de Z. mobilis bajo el efecto de la adición de zinc, la cual fue mayor que cuando hubo adición del ión ferroso, de igual forma a como se observó en el presente estudio con la cepa GG570-CIBII de S. cerevisiae que también codifica para la enzima ADHII.

Asimismo, se puede observar que cuando se incrementa la concentración del ión ferroso, ya sea en presencia o ausencia de zinc, las cepas reducen la biomasa celular, aun cuando dicha reducción es mayor en presencia de zinc.

De acuerdo con los resultados anteriores, se podría pensar en una disminución en el crecimiento celular por parte de S. cerevisiae cultivada en medios complejos como melaza de caña de azúcar o banano de rechazo (Hahn et al., 2005) debido a la presencia de iones metálicos como hierro y zinc, que en el caso de melaza se encuentran alrededor de 54,3-138 ppm y 0-7 ppm respectivamente, dependiendo de la procedencia de la melaza.

Evaluación de la producción de etanol 
Según los resultados, la adición de zinc (figura 3b) podría tener un efecto inhibitorio sobre la producción de etanol, afectando en mayor proporción la cepa recombinante GG570-CIBI seguida de la cepa CBS8066. Por ello, se considera que la adición del ión zinc no es recomendable para incrementar la producción de etanol como se esperaba, al ser este ión un cofactor enzimático de las isoenzimas alcohol deshidrogenasa, propias de S. cerevisiae.

Mackenzie et al. (1989) reportaron disminución en la actividad catalítica alcohol deshidrogenasa de Z. mobilis al estar bajo el efecto del ión zinc, y aunque no reportaron producción de etanol, ésta tuvo que haber disminuido dado que la enzima ADH tiene un efecto directo sobre la producción de etanol.

Por otro lado, cuando hubo adición de zinc y además del ión hierro a baja concentración (figura 3d), se pudo observar que hay una recuperación de las cepas en cuanto a la producción de etanol. De igual forma, Mackenzie et al. (1989) reportaron incremento en la actividad catalítica de la enzima ADH de Z. mobilis cuando se adicionan ambos cofactores a la vez.




























De acuerdo con lo reportado por Mackenzie et al. (1989) y Gunasekaran y Chandra (1999), el ión hierro es un cofactor de la enzima alcohol deshidrogenasa II (ADHII) presente en la bacteria Z. mobilis, que le permite incrementar la actividad enzimática mejorando así la producción de etanol. Dado que la cepa recombinante GG570-CIBII de S. cerevisiae tiene insertado el gen adhII que codifica para dicha enzima, el resultado obtenido muestra una ventaja metabólica adquirida por esta cepa al permitirle, bajo condiciones de alta concentración de hierro, producir la mayor concentración de etanol.

Adicionalmente, los sustratos utilizados para la fermentación alcohólica a nivel industrial como melaza de caña de azúcar tienen altas concentraciones de hierro, por lo cual la utilización de esta cepa permitiría mantener una buena producción de etanol con respecto a otras cepas de S. cerevisiae.

En la tabla 2, se muestran las reducciones en la producción de etanol de cada una de las cepas de S. cerevisiae bajo los tratamientos de adición de iones metálicos con respecto al tratamiento control que no tenía ninguna adición.

En general, se estableció que hubo mayor inhibición con los tratamientos 150 M hierro-0 M zinc seguido por 0 M hierro-50 M zinc. Adicionalmente, la cepa que más disminuyó la producción de etanol fue la recombinante GG570-CIBI a las 16 horas de fermentación.

La cepa que es menos afectada por la adición de iones metálicos durante todo el tiempo de fermentación es la recombinante GG570-CIBII y, además, el tratamiento que más efecto negativo le generó fue 0 M hierro-50 M zinc. De acuerdo con esto, la adición de zinc al medio de fermentación podría causar inhibición de la enzima ADHII dado que todos los tratamientos con adición de este mineral (0 M hierro-50 M zinc, 50 M hierro-50 M zinc y 150 M hierro-50 M zinc) generaron una reducción mayor en las concentraciones de etanol que las encontradas en los tratamientos sin adición de éste (50 M hierro-0 M zinc y 150 M hierro-0 M zinc), igual a como sucede con Z. mobilis (Mackenzie et al., 1989).

En general, cuando el medio fermentativo contiene 50 M hierro-50 M zinc, las cepas disminuyeron en mayor proporción la producción de etanol con respecto al tratamiento sin adición de zinc (50 M hiero–0 M zinc), en el cual no se presentó una disminución de etanol tan grande, esto podría mostrar que el ión zinc tiene un efecto negativo sobre la producción de etanol. 






Se logró determinar que la adición de iones metálicos como hierro y zinc que actúan como cofactores enzimáticos de las enzimas alcohol deshidrogenasa presentes en las cepas de S. cerevisiae produjeron una disminución en el crecimiento y la producción de etanol.

La cepa recombinante GG570-CIBII sufrió menor inhibición con respecto a la cepa CBS8066 (control) y GG570-CIBI cuando se adicionaron los iones metálicos. Asimismo, cuando se incrementó la concentración del ión ferroso dicha cepa presentó un aumento en la producción de etanol con respecto a la cepa CBS8066. Esto muestra que la cepa recombinante GG570-CIBII podría ser usada en fermentación de sustratos industriales (con altos contenidos de hierro) dado que la producción de etanol no sería reducida tan fuertemente.
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